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論 文 内 容 要 旨
哺乳動物 の初期胚を体外で培養す る と種に特有 の細胞期で発 生を停止する。 この
発生阻害 は、ラ ッ トでは2細 胞期にお きる。 ラッ ト初期胚 の体外 培養 では、 これ まで
に、エネ ルギー基質、低浸透圧 、アミノ酸、ペプタイ ド、成長因子な どについて検討 さ
れてきた が、最近 まで発生阻害の解除はできなかった。ラシ ト胚の発生阻害の解除は、
HECM-1培 養液 をもちいる ことで初めて可能 になった。・この培養液}ま、.ハムスター胚の
発生 阻害 の解除 を初 めて可能 に した培養液で、 リン酸 とグル コ}ス を含 まな い。そ し
て、ラッ ト胚の発生阻害は、培養液中の リン酸の存在 によっ てお こされる ことが明 らか
にされて いる。 しか しなが らリン酸は、ATP/ADP等 のエネルギー代 謝の中間代謝物 とし ・
て働いて いる。また、緩衝作用を持ち、培養 液に広 く添加されている。 さらに、 リン酸
化合物は 、生体 の主要な構成成分 を形成 している。 このようにリン酸 は、生理機能 の発








1.ラ ッ ト胚 のリン酸による発生阻害と時間的関係
ラ ットの発 生阻 害は、2細 胞 期に リン酸 によってひ きお こされる。 しか しなが
ら、その メカニズム は不明のままである・そ こで・2細 胞期胚の発生に対する リン酸の
影響を時間的に検討 し、発生阻害 と細胞周期の関連を検討 した。
(a)リ,シ 酸への暴露時間 と発生阻害の時間的関係
2細 胞期胚の発生に対する リン酸 の影響 を時間的に検討するため、 リン酸 への暴
露時間を徐々に延長 し、その後 の発生を検討 した。その結果、 リン酸暴露時間が12時
間 までな ら発生率に差がないが1そ れ以上 リン酸へ暴露する と時間が長 くなる につれ発
生率、胚盤胞 の割球数、 ともに有意に減少した(Table1)。 この ことより、発生阻害は
2細 胞期 の前半には関係な く、後半におきている可能性が考え られる。
(b)2細 胞期におけるリン酸の阻害効果を うける時期
2細 胞期 の後半で発 生を阻害する時期の時間的検討を試 みた 。その結果、 リン酸































































































































































(c)ラ ッ ト2細 胞期胚の細胞周期
リン酸 による発生阻 害の時期 を正確 に把握す るために、正常 な発生を示す ラッ ト
2細 胞期 胚の細胞周期 の同定 を試みた。発生 阻害が2細 胞期 胚の後半におきて いたこと
か ら、 ここでは砺 期に注 目し、DNApolymerseα の阻害剤であるアフィディコリンをもち
い、細胞周期の同定を行なった。その結果、Day3の0500hで はすべての胚がG2期 にあっ











































ラットの発生阻害はリン酸によってひきお こされ、その時期はG2期 からM期 にか
けておきていることが明らかにされた。核の分裂か ら考えるとG2期 は細胞分裂の準備期
といえる。 これ らのことか ら、M-phasepromo廿 且gfactor(MPF)の 活性が障害されている
可能性が考え られる。.MPFは サイクリン依存性のキナーゼで、histoneHlkinase活 性 をも
ち、その活性化 には リン酸化 のカ スケー ドが 関わ っている。また、MPF活 性化 のカス





MPFは 、酵素活性部位であるp34・d・2と謁節機能部位であるcycli皿Bの 複合体で あ
り、G2!M期 の進行に関わって いる。p34cd・2牽電気泳動 で分離すると34kD付 近に3本 のバ
ン ドが現 われ、移動度の最 も速いバ ン ドが脱 リン酸化型で、活 性化 されたMPFで はこの
バ ンドが強 く現われる ことが知 られている。そ こで、発生阻害胚 と正常発生胚のp34cdc2
のリン酸化 パターンの比較を行 なった。その結果 、発生阻害胚のp34cdc2は 正常発生胚 と













こで、histoneHIkinase活 性 の定量的解析を行ない、正常発生胚 と同 レベルの核相 を進行
させる能力を維持 している かを検討 した。そめ結果、G2/M期 にある発生阻害胚および正
常発生胚のhistoneHLkinaseは 同レベルの高い活性 を示 した(Fig.3)。P34cdc2㎞aseの
活性の定性的解析 とhistone耳1'kinase活 性の定量的解析の結果か ら、ラッ トの発生阻害胚
のMPF活 性は正常であることが明 らか になった。
(c)染 色質凝縮 の観察
ラッ トの発 生阻害胚ではMPF活 性が正常であった。そ こで、発生阻害胚 の核相を
観察 し、組織 形態 レベルでMPFが 正常に機能 しているのか どうかを検討 した。 リン酸添
加培地で2細 胞期に とどまって いる発生阻害胚を、Hoechst33342でDNAを 染色 し、核相
を蛍光顕微鏡で観察 した。その結果、染色質は凝縮 し、穎粒状に点在 した(Fig.4)。 こ
れらの ことからラッ トでは、発生 阻害を うけているにち関わ らず2細 胞 期胚はM期 の入























































胚の体外培養系 にお いて、近年注 目されている活性酸素につ いて検討 した。 ここ
では活性酸素種 として、H2Q2の 濃度 を測定 した。その結果、2細 胞期正常発生胚のH2Q2
濃度は時間の経過に関係 なく一定であった(Fig.5)。 』それに対 し、発生阻害胚では培養
開始後18時 間でH202濃 度が低下 し、「そ の後減少し続 けた。 この時間は発生が阻害 され
る時間と一致 している。 この ことか ら、発生が阻害 された結果 としてH2Q2濃 度が減少 し





























(・)糖繍 騨 系・・T(込聯 電子伝達系に関わる各騨 和 活性
細胞質 内活性酸 素め定 量的解析の結果、ラツ トの発生阻害胚では呼吸系の代謝が
阻害され ている可能性が考え られた。そ こで、糖代謝、解糖系、TCA回 路、電 子伝達系
に関わる各種酵素の活性を検討 した。検討 したのは、 リンゴ酸脱水素酵素、イ ソクエン
酸脱水素 酵素、コハ ク駿脱 水素酵素、 シトク ローム酸化酵素 、ピル ピン酸脱水 素酵素、
乳酸脱水素酵素、 グ リセルアルデ ヒド・3一リン酸脱水素酵 素、グルコ由ス4リ ン酸脱水素
酵素、グルタミン酸脱水 素酵素(NAD依 存型、NADP依 存型)、 グルコースー6一ホス ファ
ターゼ、 ボスホ リラーゼ の各酵素である。 これ らの酵素活性 を組織化学的手法 をもちい
て検討 した。その結果、TCA回 路に位置するコハク酸 脱水 素酵素では、発生阻害区で活
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にシトク ローム酸化酵素活性 を示す腔 と細胞 質全体に活性 を示す胚 の2種 類が観察され
た。2細 胞期正常発生胚で は、核の周辺にシ㌔トクp一 ム酸化酵素活性を示す胚 の割合は
時間の経過に従い64.7-95.7%の 範囲で増減 していた(Fig,7)。 それに対 し発生阻害胚
では、核の周辺 にシ トクローム酸化酵素活性を示す胚の割合は、培養18時 間で30.3%に
おち こみ、培養21時 間で5。7%と 低下 し、培養24時 間以降では全ての胚で細胞質全体
に発色穎粒 の分布がみ られた。 この結果は発 生が阻害 される時期 と時間的に一致 してい





















ラッ トの発 生阻害胚で は、H202濃 度 の低下や シ トク ローム酸化 酵素活 性の異常
が、発生阻害のおきる時間帯 と一致 している。 この ことより、発生阻害の結果 として呼
'吸 系の代 謝に異 常がおきて いる可能性があ る
。そ こで 、電 子伝達 系よ り上流 のエ ネル
ギー代謝 経路であるTCA回 路 に位 置 しζ酵素活性 に異常のみ られた コハク酸脱水素酵素
の活性を組織化学的手法 をもちい、経時的に解析 し検討 した。そ の結果、発生 阻害区の
胚では、 培養開始後6時 間で既に正常発生区に比べ、 コハク酸脱水素酵素活性 は低下 し
ていた(Table5)。 さらに、培養18時 間の胚では、活性の低下が顕著であった。 この
時期は、 リン酸 による発生阻害が不可逆的な時期にある。培 養開始後6時 間お よび12
時間の胚 でも、コハク酸 脱水素酵素活性は低 下 して いることか ら、コハク酸脱水素酵素
がまず異常をきた し、その結果 として、H202濃 度の低下やシ トク ローム酸化酵素活性の
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異常 のよ うな電 子伝 達系の異常 が発現 して いる可能性 が考 え られ る。 これらのこ とよ


















































リン酸 によるラッ ト胚の発生阻害は、G2期 か らM期 にかけておきる。
発生阻害胚の核相は正常 に、M期 の入 り口まで進行 している。
ラット発生阻害胚で は細胞質、特 にミ トコン ドリアで異常がおきている。
H202濃 度 の低下 、およびシ トクローム酸化酵素活性 の異常は、発生 を阻害された
結果 としておきている。
発生阻 害胚では、コハク酸脱水素酵素が完全な阻害 を受 ける前か ら活性が低下 し
ている。
ラッ ト胚の発生阻害では、コハク酸脱水素酵素の活性に異常が生 じ、G21M期 以降
への進行 を阻害 している可能性が示唆 された。








論 文 審 査 の 要 旨
本論文は体外培養 ラヅト胚のリン酸(P)に よる発生阻害を細胞周期,核 相および呼吸代謝系
の各種酵素活性 との関係で解析 し,P阻 害の特異的過程 と機構を明確にした。
発生阻害を起 こす リン酸の作用時期を特定するためにP添 加培地で2細 胞期胚を様々な時間帯
で培養した結果,2細 胞期の後期で発生が阻害 され,そ の時期は細胞周期のG2/M期 であるこ
とを決定した(第 二章)。
そこでG2期 からM期 への移行に働いているMPF(M-PhasePromotingFactor)の 活性を解




発生阻害胚では阻害の起 こる時間帯か ら活性酸素濃度が低下 した。 この事からシトクローム酸化
酵素活性を組織化学的に測定 しPの 発生阻害時期から異常になることを明 らかにした。更に,
NAD系 とFAD系 の各種酵素活性を組織化学的に測定 した結果,発 生阻害胚 ではNAD系 酵素活
性は正常であるがコハク酸脱水素酵素活性はP阻 害がまだ可逆的である時間帯か らすでに低下





ラット胚におけるPの 発生阻害は他種動物卵子と比べ非常に特異的であ り,そ の特性を呼吸代
謝系の酵素活性 との関連から明らかに した。ラットの初期発生の特異性を明確化 した点で新たな
知見を加えたものである。この成果は各哺乳類の発生阻害機構の解明のための至適なモデルとな
り,更 に哺乳動物初期胚の発生学的研究に貢献するものである。
よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格があるものと判定 された。
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